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Abstract

This study was performed to investigate the bacteriological quality of French
cheeses made from raw milk. Fifty cheeses of this type were purchased from
Swedish retail premises. The methods described by the Nordic Committee on Food
Analysis (NMKL) were used to determine the number of Enterobacteriaceae,
presumptive Escherichia coli, coagulase positive staphylococci and Listeria
monocytogenes. In 32 cheeses (64%) the number of bacteria mentioned above
exceeded the determined maximum value. Thirty samples (60%) showed high
counts of Enterobacteriaceae. In seven samples (14%), a potentially hazardous
amount of presumptive E. coli was found. Coagulase positive staphylococci were
detected only in two samples while L. monocytogenes was not detected in any of
the 50 raw milk cheeses. A logistic regression analysis suggested that cheeses with
a high pH-value had an average higher content of analyzed bacteria than cheeses
with a lower pH (p=0,033).

Sammanfattning

Femtio franska opastdriserade dessertostar koptes i svenska butiker och
analyserades enligt NMKL-metoderna avseende Enferobacteriaceae, presumtiva
Escherichia coli, koagulaspositiva stafylokocker och Listeria monocytogenes. Da
alla analysparametrar sammanstéllts bedomdes 32 av de 50 analyserade ostarna
(64%) som otjanliga. 30 ostar (60%) innehdll ett for hogt antal
Enterobacteriaceae. Innehéllet av presumtiva E. coli var for hogt i sju ostar (14%).
Dessa bedomdes som otjénliga och fyra stycken (8%) bedémdes som tjénliga med
anmdrkning avseende presumtiva E. coli. Tva ostar (4%) bedomdes som otjénliga
avseende koagulaspositiva stafylokocker. L. monocytogenes kunde inte pavisas i
nagon av de analyserade ostarna. Enligt en logistisk regressionsanalys 16pte en ost
med ett hogre pH en statistiskt signifikant storre risk att bedomas som otjanlig
(p=0,033) &n en ost med ett lagre pH.
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Inledning

I en pagaende undersdkning av svenska fabodstillverkade farskostar, har det visat
sig att en mycket hog andel av de undersokta ostarna inte holl en acceptabel
livsmedelshygienisk kvalitet. Det stora flertalet var tillverkade av opastdriserad
mjolk. Det vatten som anvéndes i livsmedelsframstdllningen kom ofta frén backar
eller kdllor och bedémdes vid bakteriologisk undersokning manga génger som
otjanligt (Leffler et al., opublicerat).

I foreliggande examensarbete har opastoriserade franska dessertostar, inkdpta i
svenska butiker, undersokts avseende bakteriologisk kvalitet. Syftet har varit att
undersdka de franska ostarnas livsmedelshygieniska kvalitet. I Frankrike finns en
djupt rotad ostkultur och den genomsnittlige fransmannen antas konsumera mest
ost i virlden (anonym, 1999). Ar 1997 producerades &ver 200 000 ton ost
tillverkad av opastoriserad mjolk och dessa ostar utgdr ca 20% av den totala
ostproduktionen i Frankrike (Bouesse, Muniesa & Pons, 1998). Majoriteten av
ostarna, som ingatt i studien, har varit ursprungsméirkta med AOC. Ett franskt
institut, Institut National des Appellations d'Origine, utser vilka ostar som ska fa
denna eftertraktade AOC-stimpel. De AOC-médrkta ostarna skall uppfylla
bestimmelser avseende geografiskt omréde, betesmarker, lagring, tillverkning
enligt gamla traditioner samt ostens karakteristika (”Androuet”). Det ar intressant
att spekulera Over vad dessa regler har for betydelse for ostens
livsmedelshygieniska kvalitet. I marknadsféringen av ostarna lyfts ofta begrepp
som “handgjord” och “manuell” fram samt ostproducentens skicklighet som &rvts
och forts vidare fran generation till generation. En av ostarna har tillverkats under
imponerande 1300 ar (http://www.france-gourmet.com/gb/cfm/boutique/index.
cfm, 22 oktober 2002).

Ost utgor ett bra tillvixtmedium for mikroorganismer. Detta géller framfor allt
mjuka ostar med hog vattenaktivitet (Stadhouders, 1975). Mjolken produceras i en
omgivning full av kontaminerande mikroorganismer och dessutom tillverkas osten
inom ett temperaturintervall som gynnar tillvixten av manga patogener (Tham,
1989). De olika parametrarna som i foreliggande undersokning anvénts for att
undersdka den hygieniska kvaliteten av ostarna &r Enterobacteriaceae,
termotoleranta  koliformer, presumtiva Escherichia coli, koagulaspositiva
stafylokocker och Listeria monocytogenes. Dessutom har ostens pH mitts. Hela
familjen Enterobacteriaceae anvinds som indikator pé fekal fororening. Dock kan
manga arter leva och foroka sig dven utanfor tarmkanalen och darfor kan man inte
med sdkerhet sidga att fororeningskallan utgors av farska fekalier. Bakteriefamiljen
utgér dndd en god hygienindikator. Vissa medlemmar av familjen
Enterobacteriaceae betraktas som allvarligare &n andra, bland annat presumtiva F.
coli, Salmonella och Shigella. Narvaro av E. coli indikerar farsk fekal fororening
dé denna bakterie har svart att leva utanfor tarmen (Danielsson-Tham, 2000). E.
coli dr dessutom en vilkdnd patogen mikroorganism. Da intoxikation orsakad av
enterotoxinbildande koagulaspositiva stafylokocker dr den vanligaste orsaken till
matforgiftning forknippad med ost (IDF, 1980), ingér denna analysparameter.
Stafylokocker hérror frén primdr kontaminering av mjolken eller fran sekundér
kontaminering, huvudsakligen fran personer som hanterar osten (Tham, Hajdu &
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Danielsson-Tham, 1990). L. monocytogenes ar en vilkiand sjukdomsalstrare som
kan forekomma i ost. Lagringen av osten ger bakterien mojlighet att nad ett
tillrdckligt stort antal for att orsaka sjukdom, dven om de kontaminerande
bakterierna var fa till antalet fran borjan. D& L. monocytogenes klarar av att vixa
vid ldga temperaturer ger kylforvaringen av osten bakterien en fordel gentemot
andra, mindre kyltiliga mikroorganismer (Seeliger & Jones, 1986; Junttila,
Niemeld & Hirn, 1988). L. monocytogenes kan forekomma hos djur med mastit,
klinisk eller subklinisk. Vanligare dr dock att bakterien kommer fran omgivningen,
till exempel fran déligt ensilage i stallet eller fran golvbrunnar i mejerilokalen.

P& Livsmedelsverkets webbplats finns rekommendationer om vilka livsmedel
som bor undvikas av gravida kvinnor. Opastoriserad mjolk tillhor riskprodukterna
liksom mjuka och halvmjuka lagrade dessertostar sisom mdogelostar och kittostar,
dven om de r tillverkade av pastoriserad mjolk. Risken for hoga halter av skadliga
bakterier bedoms vara storst i periferin av osten. Gravida rekommenderas att vélja
vanlig hérdost och smaéltost eller hetta upp osten till “bubblande het”
(http://www .slv.se/templatesSLV/SLV_Page.asp?id=3762, 27 november 2002).

Material och metoder

Inkop och transport

50 franska opastoriserade dessertostar inhandlades fran 4 olika butiker. De flesta
av ostarna (31 stycken) inforskaffades i en specialbutik dér endast franska
opastdriserade ostar salufors. Nagra ostar (10 respektive 4 stycken) koptes fran en
saluhall dér tva delikatesshandlare erbjod ett utbud av manga olika slags ostar och
dessutom kott, kaffe, brod och liknande. Ett mindre antal (5 stycken) inkoptes fran
en restaurang dér dven fisk och ost salufordes. Syftet med ostinkdpen holls sé langt
som mdjligt hemligt men dé flera av osthandlarna blev misstinksamma och
fragade vad ostarna skulle anvéndas till, fick de veta att ostarna skulle analyseras.
Osthandlarna skar upp en bit av varje ost, ca 100 gram, och forpackade den separat
i plastfolie eller pappersemballage. Fran denna tidpunkt hanterades ostarna enbart
med sterila redskap. For att inte bryta kylkedjan, transporterades ostarna i kylvéska
och transporttiden dverskred aldrig 1,5 timma. Ostarna forvarades i kylskap som
holl 4 °C eller lagre och analyserna paborjades inom 5 dygn. Endast en av ostarna
var mérkt med bést fore datum och analysen av denna skedde néstan en manad
fore det utsatta datumet. 30 ostar var tillverkade av komjolk, 15 stycken av
getmjolk, 3 av farmjolk och 2 ostar bestod av blandningar ko- och getm;jolk
respektive ko-, get- och farmjolk. Ostarna indelades i fyra olika konsistensgrupper
efter en subjektiv bedomning av forfattaren. Sex stycken beddmdes som harda, 13
som halvmjuka (till exempel kittost), 20 som mjuka/kladdiga (ostar av brietyp) och
11 som mjuka/smuliga (farskosttyp).
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Tabell 1. Indelning av ostarna enligt forfattarens subjektiva bedomning. Vid analysen har
vissa ostsorter forekommit tva ganger (anges med 2" inom parentes).

Harda: Fouchtra de Chévre, Fouchtra de Vache (2), Morbier, Ossau-Iraty, Raclette

Halvmjuka: Bleu d’Auvergne, Bleu de Gex, Chaumes, Epoisses, Fourme d’Ambert,
Fromage de Langres, Maroilles, Munster, Murol, Pavin, Pont 1'Evéque, Roquefort,
Vacherol

Mjuka/kladdiga: Amaltea, Ardome de Lyon, Banon de Jache, Brie de Meaux, Brie de
Nangis, Briquette de Chévre, Cabrigourmet, Cados, Camembert (2), Cour de Neufchatel,
Colommiers, Cremeux du Puy, Le Villageois, Peillouté, Reblochon, Roche Baron, Saint-
Marcellin, Selles sur Cher, Tourrée de 1"’ Aubier

Mjuka/torra: Brin d’Amour, Chévre, Crottins de Chavignol (2), Langres, Olivia,
Picodon (2), Pouligny Saint Pierre, Sainte-Maure, Vendengeur

Analys

Alla redskap, vitskor och substrat som anvindes vid analyserna var sterila.

Provberedning

Analyserna genomfordes enligt NMKL, Nordisk Metodikkommitté for Livsmedel.
Bakterier kan vara ojamnt spridda i livsmedel och i ost finns vanligen en hogre
koncentration av mikroorganismer pa ytan én i innersta delarna av osten. Darfor
bor en representativ méngd provmaterial tas fran bade ostarnas kanter och dess
inre delar. 10 gram av varje ost vigdes upp pa angivet sétt och bitarna togs med
steril sax och pincett. Ostbitarna lades i en steril stomacherpése tillsammans med
90 gram spadningsvitska (fysiologisk koksaltlosning med pepton). Innehallet
homogeniserades i en stomacher under 30 sekunder. Dérefter spaddes
suspensionen  (1/10) 1 en spéddningsserie. Totalt erholls sex olika
spadningskoncentrationer inklusive den ursprungliga suspensionen; 1/10, 1/100,
1/1000, 1/10 000, 1/100 000 och 1/1 000 000. Till spddningen anvéndes samma
spadningsvdtska som ovan (fysiologisk koksaltlosning med pepton). Frén
spadningarna togs 1,0 ml med pipett till djupspridning och 0,1 ml till ytspridning.

pH

pH miattes i den stomacherade ostblandningen (spddning 1/10) med en pH-meter
(inolab WTW pH level 1, tvdpunktskalibrering med pH 4 och 7).

Enterobacteriaceae (NMKL 144:2:2000)

1,0 ml av provet dverfordes med pipett till en tom petriskél. Ingjutning skedde
sedan med VRGG-agar (violettrétt-galla-glukosagar, Difco 1866-17) och darefter
overgjutning med ett tunt lager av samma agar for att alla kolonier skulle bli
djupkolonier. Plattorna inkuberades i 37 °C i 24+2 timmar. Alla skira till



rodfargade kolonier med eller utan precipitationszon rdknades och fem
representativa kolonier verfordes med 6gla till plattor med TSA-agar (trypton-
soja-agar, Oxoid CM 131) eller blodagar (Oxoid CM 55 och ndtblod i
natriumcitratlosning, SVA). Inkubering skedde i 37 °C under 24+£3 timmar och
konfirmering utférdes dédrpa genom att stryka ut kolonimaterial pa ett filtrerpapper
fuktat med oxidasreagens (Difco 261181). Om fargen pad bakteriematerialet inte
blivit mork bléviolett inom 10 sekunder beddmdes bakterien som oxidasnegativ.

Termotoleranta koliforma bakterier och presumtiva Escherichia coli
(NMKL 125:3:1996)

Av aktuella spadningar 6verfordes 1,0 ml till petriskalar och ingéts i TSA (trypton-
soja-agar) samt overgdts med VRG-agar (violettrott-galla-agar, Difco 0012-17-7).
Inkubering skedde vid 44 °C i 2443 timmar. Dérefter riknades alla morkroda
kolonier med en diameter pa 6ver 0,5 mm med omgivande precipitationszon. Fem
kolonier 6verfordes till forvirmda ror med LTLSB (laktos-trypton-laurylsulfat-
buljong, Oxoid CM 921) med uppochnedvint Durhamrér. LTLSB-réren
inkuberades i 44 °C i 2443 timmar. Om Durhamrérets kupol efter inkuberingen
var gasfylld, kunde man sluta sig till att det rorde sig om en termotolerant koliform
bakterie. Om dessutom tillférsel av Kovac’s indolreagens (SVA) firgade
toppskiktet i LTLSB-roret rott, rorde det sig om presumtiva E. coli.

Koagulaspositiva stafylokocker (NMKL 66:3:1999)

0,1 ml fran aktuella spadningar racklades ut pd BP-agar (Baird-Parker, Oxoid CM
275 och Oxoid SR 54). Plattorna inkuberades i 37 °C och efter 2443 timmar
overfordes 5 kolonier till blodagar som stilldes i 37 °C 6ver natten. BP-plattorna
stdlldes in i inkubatorn i ytterligare ett dygn for att sedan slutavldsas. Efter ett dygn
ar typiska kolonier blidnkande svarta eller grda med en diameter pa 1,0-1,5 mm.
Efter tva dygn ska kolonierna ha en diameter pad 1,5-2,5 mm. Kolonierna ska
nidrmast omges av en grumlig och utanfér denna en klar zon. Enligt NMKL
66:3:1999 ger koagulaspositiva stafylokocker fran mjolkprodukter ofta atypiska
kolonier pa BP-agar. Fran blodplattan overfordes kolonimaterial till ror med
ospadd hédstplasma (filtrerad héstplasma, SVA, genom undersdkning befunnen
likviardig med kaninplasma som anvidnds i NMKL-metoden). Plasmardren
inkuberades i 37 °C och avldstes efter 2, 4, 6 och 24 timmar. Om plasman
koagulerade var koagulastestet positivt.

Listeria monocytogenes (NMKL 136:2:1999 med komplement till SLV FS
1998:10)

25 gram ost vigdes upp i stomacherpése tillsammans med 225 ml forvirmd LEB1-
16sning, en anrikningsbuljong (LEB: Oxoid CM 129 med tillsatsantibiotikum
Oxoid L21) innehéllande lika delar nalidixinsyra (Sigma N-8878) och acriflavin
(Sigma A-8251), antibiotika som ska hdmma tillvixten av andra, oonskade
bakterier. D& L. monocytogenes vanligen forekommer i en avsevirt mycket hogre
koncentration pé ostens yta (NMKL, 136:2:1999), bor en ordentlig bit av kanten
tas till provberedningen. Blandningen stomacherades och dérefter racklades totalt
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1,0 ml av suspensionen ut pd 4 olika Oxfordplattor (Oxoid CM 856 med
tillsatsantibiotikum SR 206 E), det vill sdga cirka 0,25 ml pa varje platta till den
kvantitativa analysen. Oxfordplattorna inkuberades i 37 °C och avlistes efter 24+3
timmar samt efter 4844 timmar. Typiska konlonier dr sma, svarta, grd eller
morkbruna och omgivna av en svart zon. Efter 48 timmar kan en navel” ses i
mitten av kolonien. Fem misstinkta kolonier spreds ut pa blodagar som
inkuberades i 37 °C i 24-28 timmar. P& blodagar omges L. monocytogenes-
kolonier av en smal, klar B-hemolyszon. LEB1-suspensionen inkuberades i 30 °C i
2443 timmar. Dérefter fordes 0,1 ml av suspensionen &ver till ett réor med 10 ml
LEB2, en buljong som innehaller en hogre koncentration acriflavin &n LEB1 och
ddarmed dr mer selektiv. Den inkuberade LEB1-suspensionen stroks dessutom ut
med oOgla pd bade Oxford- och PALCAM-agar (Oxoid CM 877 med
tillsatsantibiotikum SR 150 E) som inkuberades i 37 °C och avlastes efter 2443
samt 48+4 timmar. P& PALCAM-agar véxer Listeria spp. som sma gra-grona
kolonier, omgivna av en svart ring och ibland med svart centrum. Liksom pa
Oxford-agar, sjunker centrum av kolonierna ihop pd PALCAM-agar efter 48
timmar. D& LEB2-réren hade inkuberats i 30 °C i 24+3 timmar, spreds innehall ut
med ogla pad Oxford- och Palcamagar som sedan inkuberades och avléstes enligt
ovan. Da ingen av ostarna i forsoket innehdll nagra misstdnkta kolonier av L.
monocytogenes, behdvde inga ytterligare tester utforas for konfirmering.

Riktviirden

Det finns inga officiella riktvdrden for opastdriserade ostar. De riktvirden som
anvénts vid bedomningen &r framtagna vid institutionen for livsmedelshygien med
hinsyn till att osten dr en &tfardig produkt som inte skall virmebehandlas fore
fortaringen. Foljande log-viarden av colony forming units (cfu) per gram och
bedémningar anvéndes:

Enterobacteriaceae <3,0 = tjanlig
3,0-4,0 = tjanlig med anmérkning
>4,0 = otjénlig

Presumtiva Escherichia coli:  <2,0 = tjanlig
2,0-3,0 = tjanlig med anmérkning
>3,0 = otjanlig

Koagulaspositiva stafylokocker: <2,0 = tjanlig
2,0-3,0 = tjanlig med anmérkning
>3,0 = otjanlig

Listeria monocytogenes: Om pavisad i 25 gram = otjénlig



Resultat

Da alla analysparametrar sammanstéllts bedomdes 32 av de 50 analyserade ostarna
(64%) som otjanliga. Av dessa var 8 stycken (16%) otjédnliga betrdffande mer &n
en av de analyserade parametrarna. Det dr framfor allt antalet Enterobacteriaceae
som varit for hogt i och med att 30 av ostarna (60%) inneholl mer dn log 4,0
Enterobacteriaceae per gram. En ost (2%) hamnade inom intervallet tjanligt med
anmérkning och de Ovriga bedomdes som tjdnliga avseende Enterobacteriaceae.
Elva ostar som beddmdes som otjanliga pa grund av hdga Enterobacteriaceae-tal,
lag dven hogt i antalet presumtiva E. coli. Sju ostar (14%) beddmdes som otjanliga
och fyra stycken (8%) beddomdes som tjénliga med anmirkning avseende
presumtiva E. coli. Koagulaspositiva stafylokocker pavisades endast i tva ostar
(4%). 1 dessa var dock antalet s hogt att ostarna bedomdes som otjanliga. L.
monocytogenes kunde inte pavisas i ndgon av de analyserade ostarna.

60
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50 4 mTjanlig med anmérkning

W Otjanlig

40

30 4
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20 4

10

0 . : ——
Totalt Enterobacteriaceae Pres.E.coli Koagulaspos. Staf.

Parameter

Figur 1. Bedomning av ostarna baserad pa samtliga undersokta parametrar respektive
varje analysparameter for sig (Enterobacteriaceae, Presumtiva Escherichia coli och
koagulaspositiva stafylokocker).

Ostarnas pH-virden striackte sig fran 3,95 till 7,82 med ett medelvarde pa 6,39.
Bland de otjénliga ostarna var medelvirdet hogre dn bland de tjanliga ostarna; 6,59
respektive 6,03. Efter en logistisk regressionsanalys (the SAS system) forefoll det
finnas ett samband mellan ostens pH och dess livsmedelshygieniska kvalitet,
satillvida att en ost med ett hogre pH 10pte en statistiskt signifikant storre risk att
bedomas som otjinlig (p=0,033). Dessutom verkade det enligt analysen finnas ett
samband mellan ostens konsistens och bakterieinnehdll. De ostar som vid
forfattarens subjektiva bedomning placerades i gruppen mjuk/kladdig, klassades
som otjanliga i storre utstrickning &n ostar av annan konsistens (p=0,0037). Bland
de mjuka/kladdiga ostarna bedémdes 18 av 20 som otjénliga.
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Figur 2. Ostarnas bedomning i relation till deras pH.

Diskussion

Patogena mikroorganismer i mejeriprodukter

Antalet kdnda patogena bakterier i mejeriprodukter har 6kat under aren. For ett
tjugotal ar sedan bekymrade sig mikrobiologer inom mjélkindustrin inte om
Listeria monocytogenes och de hade dnnu inte hort talas om Escherichia coli O157
(Eyles, 1995).

Escherichia coli

E. coli ar en tarmbakterie som normalt forekommer hos ménniska och djur men det
finns stammar av E. coli som &r patogena. Dessa indelas i fyra huvudgrupper;
enteropatogena E. coli (EPEC), enterotoxinbildande E. coli (ETEC),
enteroinvasiva E. coli (EIEC) och enterohemorragiska E. coli (EHEC) (Hegrestad,
2001). ETEC é&r den vanligaste orsaken till turistdiarré i utvecklingslander i Afrika,
Asien och Latinamerika. Smittspridningen sker fekalt-oralt och 10°-10'" bakterier
krdvs for att ett tillrdckligt hogt antal ska klara sig forbi den sura miljon i
magsécken och bilda enterotoxiner, LT och/eller ST, i tarmen. Dessa ger upphov
till sekretorisk vattentunn diarré (Iwarson & Norrby, 1995). Enterohaemorrhagiska
E. coli (EHEC) kan ge upphov till haemorrhagisk kolit och den allvarliga
komplikationen HUS, haemolytiskt uremiskt syndrom (Heuvelink ef al., 1998).
EHEC har en lag infektionsdos. Det kan ricka med tio bakterier for att en
ménniska ska bli sjuk (Danielsson-Tham, 1998) och detta beror troligtvis pa
bakteriens formaga att tolerera 1dgt pH. Vil i tarmen bildar bakterien ett verotoxin
som kan spridas i kroppen och orsaka intravaskulir koagulation och
trombocytopeni. Sarskilt njurarnas glomeruli kan drabbas hart, speciellt hos barn



(Buchanan & Doyle, 1997). EHEC kan véxa vid pH 5,4 och vid 8 °C i mjolk. Den
kan 6verleva i mer dn 60 dygn pa ytor av rostfritt stdl och mer &n 18 veckor i jord
(Danielsson-Tham, 1998). EHEC kan 6verleva i sura miljder, dnda ner till pH 3.
Patogena stammar av E. coli dr mer syrataliga &n icke-patogena (Garren, Harrison,
& Russell, 1997). 1 ovan beskrivna analys av franska opastdriserade ostar
pavisades ett hogt antal presumtiva E. coli i en ost med pH 5,33.

Pa hosten 1983 insjuknade mer &n 200 personer i Stockholmsomradet efter att ha
atit fransk Brie-ost av ett visst fabrikat. Vid bakteriologisk undersdkning av osten
pavisades 10° LT-producerande E. coli (ETEC) per gram (Danielsson-Tham,
1989). Det forsta utbrottet av hemorragisk kolit beskrevs i USA 1982. E. coli
O157:H7 ar den serotyp av EHEC som sedan dess oftast kopplats samman med
dessa humana sjukdomsfall. I Sverige har endast ett fatal fall av EHEC
diagnostiserats (Iwarson & Norrby, 1995). Mellan 1982 och 1997 hade 6ver 100
utbrott av EHEC rapporterats i USA och i de utbrott déar smittkdllan kunde
identifieras, var 52% orsakade av livsmedel som hdrstammade frdn notkreatur,
sasom kott, mjolk eller ost (WHO, 1997). Bland 47 EHEC-utbrott i Europa mellan
ar 1992 och 1996 dir epidemiologiska detaljer kunnat erhéllas, var livsmedel den
troliga smittorsaken i 23 av utbrotten. I 13 utbrott var smittvigen okénd och i de
ovriga kunde smittan harledas till djurkontakt, 6verforing mellan ménniskor och
vatten. Endast i 10 av de 23 troliga livsmedelsorsakade utbrotten, trodde man sig
veta vilka livsmedel det rorde sig om; kott, mjolk och ost (Ammon, 1997).

Koliformer hittas ofta i opastoriserad mjolk. Desmasures et al. (1997) fann
koliformer i de flesta opastoriserade mjolkproven fran ett omrade i Normandie dér
Camembert-ost tillverkas. Antalet koliformer varierade fran <1 till 2,2 x 10* cfu
per milliliter, 84% av proven inneh6ll <100 cfu per milliliter. Prevalensen av E.
coli O157:H7 i mjolk varierar i olika undersdkningar fran 0% (603 prover;
Hancock et al., 1994) och upp till 10% (115 prover; Padhye & Doyle, 1991).

Staphylococcus aureus

Innehall av Stafylococcus aureus 1 ostar tillverkade av opastoriserad mjolk ar en
kédnd hilsorisk (Tham, Hajdu & Danielsson-Tham, 1990). S. aureus dr enligt
rapporter fran franska hidlsomyndigheter den vanligaste patogenen i ost tillverkad
av opastoriserad mjolk (De Buyser ef al., 2001). Stafylokocker ar taliga bakterier
som kan bilda enterotoxiner i temperaturer mellan 10 och 45 °C och i pH mellan
4,0 och 9,6. Dessutom ar de salttaliga och klarar miljéer med lag vattenaktivitet
(Danielsson-Tham, 2000). Det &r inte alla stammar av S. aureus som kan
producera enterotoxiner men bland de stammar som har férmégan, har man
identifierat sju olika typer av enterotoxin. Typ A och D de vanligaste typerna som
ger intoxikation hos ménniska. Dessa enterotoxiner bildas under bakteriernas
tillvaxtfas medan de andra typerna av enterotoxin huvudsakligen bildas under
bakteriernas stationdra fas (ICMSF, 1996). Man har inte kunnat se négot enkelt
samband mellan antalet bakterier och koncentrationen av enterotoxiner (Lindqvist,
Sylvén & Végsholm, 2002). S. aureus kan orsaka mastit hos not, get och far.
Denna kan ha ett akut férlopp men vanligtvis ror det sig om en kronisk subklinisk
mastit (Carter, Chengappa & Roberts, 1995).

10



Listeria moncytogenes

Listeria  monocytogenes har formagan att motstd manga av de
héllbarhetsbefrimjande metoder som anvénds for att bevara livsmedel, sisom lag
temperatur, 1lag vattenaktivitet och lagt pH. Listeria kan vixa inom
temperaturintervallet —0,4 till 45 °C och mellan pH 4,39 och 9,4 (ICMSF, 1996)
och kan ddrmed konkurrera ut ménga mindre téliga mikroorganismer. Darfor utgor
livsmedel som lagras under en lang tid, till exempel mjuk ost, en potentiell risk for
tillvaxt av L. monocytogenes. Infektionsdosen av L. monocytogenes ér inte kind
men berédknas fran utbrott att vara atminstone 10° cfu/g (Codex, 2001). Lagringen
av osten ger L. monocytogenes mojligheten att na ett tillrdckligt stort antal for att
orsaka sjukdom, d&ven om det initiala innehéllet &r 14gt. L. monocytogenes, sarskilt i
ytlagren av osten (Tham & Danielsson-Tham, 1988), kan sedan kontaminera andra
produkter i omgivningen (Farber, et al., 1987). Ost av olika slag har vid ett flertal
tillfallen kopplats samman med utbrott av listerios. Ett stort listeriosutbrott med
142 insjuknande intrdffade 1985 1 Kalifornien och orsakades av farskost
innehéllande L. monocytogenes. Utbrottet krivde manga dodsoffer (Linnan ef al.,
1988) och férskosten inneholl 10 till 10° Listeria monocytogenes per gram (Ryser
& Marth, 1987). Mellan 1983 och 1987 insjuknade 122 ménniskor i Schweiz efter
att ha konsumerat Vacherin Mont d’Or, en mjuk ost tillverkad av opastdriserad
mjolk. Denna innehdll L. monocytogenes i antalet 10* per gram (Schénberg, 1988)
samt orsakade 34 dodsfall (Bille, 1990). Under 1994 insjuknade i Frankrike 20
personer i listerios efter att ha atit ost tillverkad av opastoriserad mjolk.
Mortaliteten var 10% (Goulet et al, 1995). Sommaren 2001 drabbades i Sverige ett
hundratal méinniskor av den gastrointestinala formen av listerios efter att ha
konsumerat farskost tillverkad av opastériserad mjolk (Carrique Mas et al., 2002
och muntlig information fran Danielsson-Tham).

Listeria monocytogenes kan orsaka mastit hos kor (Hyslop & Osborne 1959).
Aven subklinisk listeriamastit har rapporterats (Errebo-Larsen & Jensen, 1977).
Idisslare kan dessutom urskilja L. monocytogenes i faeces (Skovgaard & Morgen,
1988). I undersdkningar varierar incidensen av L. monocytogenes 1 opastoriserade
mjolkprov fran 0% (Lovett, Francis & Hunt, 1987) till 16% (Fenlon, Stewart &
Donachie, 1995).

Kontamineringsvigar

Mjolkrdvaran

Aven om mjolken kommer frin ett friskt juver, mdts den under
mjolkningsprocessen av omgivningsbakterier. Spenar kan vara bemidngda med jord
och avforing och kan séledes kontaminera mjolken. Personen som mjolkar och
hanterar mjolkningsmaskinerna kan ocksd bidra till ett okat bakterieinnehall
(Tham, 1989). Psykrotrofa bakterier som L. monocytogenes kan sedan foroka sig i
mjolktanken (Loncarevic, Danielsson-Tham & Tham, 1995).

Forekomsten av Listeria spp. har studerats pa en skandinavisk mjolkgard under
ett &r. L. monocytogenes hittades framfor allt 1 faecesprov (20%) men dven i mj6lk
(5%) och ensilageprover (14%). En ko hade subklinisk mastit och utsondrade 2400
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cfu L. monocytogenes per ml mjolk. Daligt ensilage och otillricklig stall- och
mjolkningshygien faststilldes som riskfaktorer for kontaminering av mjdlken
(Waak, 2002).

Stafylokockerna kan héirréra fran primir kontaminering av mjdlken eller fran
sekundér kontaminering, huvudsakligen fran personer som hanterar osten (Tham,
Hajdu & Danielsson-Tham, 1990). 1 det forsta fallet hjdlper det att pastorisera
mjolken innan ostberedningen, i det andra spelar det ingen roll om mjdlken ar
pastoriserad eller inte (Tham, 1989).

Osttillverkningen

Efter pastoriseringen kan kontamination ske via tillsatta ingredienser, oren
utrustning, manuell hantering, vattenstdnk fran golven, kondens och skadedjur
(Terplan, 1988). Anvdndning av mjdlksyrakultur vid tillverkningen av ost ger
lagre pH och forsdmrar miljon for patogena mikroorganismer (Tham, 1989). I en
bakteriologisk undersokning utford av Tham et al., analyserades gardsproducerad
getost som indelades i grupper efter om de tillverkats av opastoriserad eller
pastoriserad mjolk samt med eller utan tillsats av startkultur. Ostar som
tillverkades av opastériserad mjolk utan startkultur, utgjorde den sdmsta gruppen
ur livsmedelshygienisk synvinkel (Tham, Hajdu & Danielsson-Tham, 1990). Om
sdankningen av pH i ostmassan gér langsamt kan till exempel stafylokocker vixa till
och producera enterotoxiner (Tham, 1989). Ostar som tillverkats av pastoriserad
mjolk &r kénsligare for angrepp av kontaminerande mikroorganismer da de
vanligen inte innehéller ett lika stort antal konkurrerande bakterier som ost
tillverkad av opastoriserad mjolk. For att motverka detta tillsdtts darfor ofta sé
kallade startkulturer. Ju fler hanteringssteg osten gér igenom, desto storre risk att
den ska kontamineras. Sarskilt utsatta ar ostar som har hdg vattenhalt (De Buyser
etal.,2001).

Manga ostar ldggs i saltlake dar det har visats att L. monocytogenes kan dverleva
i 259 dagar (Larson, Johnson & Nelson, 1999). Aven Salmonella Typhimurium
och E. coli O157:H7 har visats kunna &verleva i saltlake 1 atminstone 5 veckor
(Ingham, Su & Spangenberg, 2000).

L. monocytogenes isoleras ofta fran golvbrunnar i mejerianldggningar (Cox et
al., 1989). Det ér formodligen fukten som bidrar till en lamplig miljo at bakterien.
Det har visats att L. monocytogenes kan fasta till ytor av rostfritt stal, gummi, glas
och polypropylen (Mafu et al., 1990) och att bakterien dir kan vdxa som en
biofilm (Blackman & Frank, 1996). L. monocytogenes har visats kunna overleva i
en livsmedelsanldggning i minst sju ar. Troligen blir den en del av mejeriets
naturliga bakterieflora (Unnerstad et al., 1996). Det ar extremt svart att utrota
bakterien nér den vil har etablerat sig i livsmedelslokalen (Seeliger, 1987).

Lagring och distribution

Nir det giller mjuk ost uppger Farber och Peterkin (1991) att kontamineringen av
L. monocytogenes nastan uteslutande finns pé ostens yta. I en undersékning
analyserades prover dels fran ytan och dels frdn centrum av tre mjuka ostar.
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Antalet L. monocytogenes var hogre pa ytan an i ostens inre delar i samtliga fall,
antalet kunde skilja pa upp till log 3,8. Aven ytans pH var hogre &n det som
uppméttes i ostens centrum (Danielsson-Tham et al., 1993). pH hdjs under
lagringen av ytmognade ostar vilket ger en bittre miljo for tillvaxt av
mikroorganismer, déribland L. monocytogenes. Lagringshyllor utgdr sdledes en
riskfaktor (Waak, 2002). 1 farskostarna som orsakade ett svenskt utbrott av
gastrointestinal listerios sommaren 2001, kunde ett stort antal L. monocytogenes
pavisas bade i ostarnas centrala och perifera delar. Man fann i den aktuella
besidttningen en get med subklinisk listeriamastit som urskiljde L. monocytogenes
med mjolken. Bakterien spreds under tillverkningen i hela ostmassan (Carrique
Mas et al., 2002 och muntlig information fran Danielsson-Tham).

All hantering som delning, paketering och distribution av ostarna kan bidra till
kontaminering. Efter hanteringen kan dven ostar tillverkade av pastdriserad mjolk
utgora riskprodukter. I butiken ar det viktigt att man f6ljer rekommendationerna
gillande forvaringstemperatur och att kontamination undviks, till exempel genom
att byta knivar mellan olika ostsorter (Loncarevic, 1998). I en undersékning
avseende forekomst av L. monocytogenes i ostar inkopta pd den svenska
marknaden 1989-93, visade det sig inte ha nagon betydelse om ostarna i studien
var hela vid inkdpen eller delade i bitar. Incidensen av L. monocytogenes var
densamma i bada grupperna. Kontaminering mellan ostarna i disken verkar déarfor
inte vara av nagon stor betydelse enligt denna undersékning (Loncarevic,
Danielsson-Tham & Tham, 1995).

I vissa lander &r det brukligt att lagra ostar tillverkade av opastdriserad mjolk i
atminstone 50 dagar (Kapture, 1982) eller 60 dagar (Brodsky, 1984; Nelson, 1988)
innan konsumtion for att férsékra sig om att de patogena mikroorganismerna dott.
Dock visar undersokningar att denna lagring inte &r effektiv betrdffande
Salmonella och L. monocytogenes (Marth, 1986). Ost tillverkad av opastoriserad
mjolk, inokulerades i ett forsok med L. monocytogenes i samband med tillsatsen av
syrakulturen under ystningen. Den fardiga osten foljdes sedan under lagringstiden
for att undersoka hur lange L. monocytogenes kunde pavisas. Som langst kunde L.
monocytogenes pavisas i 18 veckor vilket gor att bakterien kan finnas kvar efter
den normala lagringstiden (2-3 méanader) (Tham, 1988).

Inte heller E. coli O157:H7 dor under lagringen. I ett forsok av Maher et al.
(2001), studerades tillvixten och Overlevnaden av E. coli O157:H7 under
tillverkningen och mognaden av kittost fran opastoriserad mjolk. Mjdlken
inokulerades med E. coli O157:H7 i ett antal av 3442 cfu per ml och antalet steg
dramatiskt vid temperaturstegringen fran 32 till 37 °C under tillverkningen men
minskade sedan di temperaturen och pH sjonk. Okningen av antalet bakterier
under sjdlva tillverkningen, antogs dels ha skett pa grund av ”physical entrapment”
av bakterierna i ostmassan. Detta kan motsvara en 6kning pa ungefdr 10 ganger
(Ryser & Marth, 1989). Under mognadslagringen minskade antalet E. coli
O157:H7 pa ytan i snabbare takt dn inne i osten. Tvéa veckor efter tillverkningen
skulle ostarna ha kommit ut pd marknaden och vid denna tidpunkt fanns det
fortfarande ett tillrdckligt stort antal £. coli O157:H7 i osten for att kunna orsaka
sjukdom hos ménniska. Ett ldgt antal kunde pavisas i prover frén ostens yta &dnda
upp till 90 dagar efter tillverkningen (Maher et al., 2001).
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Négra forfattare hidvdar att antalet koagulaspositiva stafylokocker minskar i
osten efter nagra veckors mognad (Roughley & McLeod, 1961; Bryan, 1983) men
resultaten fran en undersdkning av Tham et al. (1990) stodde inte denna teori.
Dessutom innebdr ett resultat som visar att osten &ar fri fran koagulaspositiva
stafylokocker inte ndgon garanti for att osten &r fri fran enterotoxin.

I en undersoékning inokulerades opastériserad getmjolk med Staphylococcus
aureus i olika koncentrationer (102-10° cfu per ml). Av mjélken tillverkades sedan
ost av Camemberttyp. Darefter studerades S. aureus forméaga att overleva och
tillvéixa i osten samt produktionen av enterotoxin. Under sjdlva framstdllningen av
osten, skedde en péataglig tillvaxt av S. aureus vilket visar att forutsdttningarna vid
ystningen dr goda for bakteriens tillvixt avseende temperatur och pH. Efter
tillsatsen av salt stabiliserades antalet S. aureus eller minskade négot. Enterotoxin
A kunde bara pavisas i ostar dér antalet S. aureus hade uppnatt mer an 10° per
gram. Den enda gruppen dér denna niva inte uppnéaddes var den diar mjolken under
tillverkningen hade inokulerats med 102 cfu per gram. I dessa ostar kunde saledes
heller inget enterotoxin pavisas. Antalet S. aureus 1 ostarna holl sig pa en stabil
nivd under lagringen och visade inga tendenser till att minska da den sista
analysen utfordes, 41 dagar efter tillverkningen (Meyrand ef al., 1998).

Jamforelse med andra studier

I en belgisk studie (De Reu et al., 2002), undersoktes innehallet av olika patogena
matforgiftningsbakterier i 71 ostar tillverkade av opastoriserad mjolk. I mojligaste
man anvindes gransvérden faststidllda i Mjolkdirektivet 92/46/EEC. De riktvérden
som anvindes i foreliggande undersdkning och som tagits fram vid institutionen
for livsmedelshygien ar generellt stringare 4n dem som anvéndes i den belgiska
undersdkningen. Om resultaten frdn den belgiska studien bedoms enligt
riktviardena fran institutionen for livsmedelshygien, far man f6ljande bedomning.
39 av 71 ostar (55%) innehdll ett for stort antal koliformer och 20 av 71 (28%) ett
for stort antal E. coli i den belgiska studien jamfort med 60% respektive 14% i
foreliggande studie. I det belgiska forsoket testades alla ostar som innehdll mer &n
10° cfu per gram av S. aureus pa forekomst av enterotoxin. Fjorton ostar (20%)
testades varav en visade sig innehdlla tva typer av enterotoxin, typ A och C (<0,05
ng/g). Koncentrationen av respektive enterotoxin var dock mycket ldgre &n den dos
som behdvs for att ge kliniska symptom hos minniska. Ovriga enterotoxintester
gav negativt resultat. Endast tva ostar (4%) frdn examensarbetet inneh6ll mer dn
10° S. aureus cfu per gram. Firskost, blimogelostar, halvhirda och hirda ostar
hade i medeltal ett lagre antal E. coli och S. aureus &n de mjuka ostarna i den
belgiska studien. Anledningen anségs vara ett hogt pH, en kort mognadsperiod, en
hog vattenaktivitet och en ldgre saltkoncentration i de mjukare ostarna. L.
monocytogenes pavisades i tva ostar (2,8%) i det belgiska forsoket medan denna
bakterie inte alls pdvisades i foreliggande undersdkning. I den belgiska studien
kunde déiremot inte L. monocytogenes pavisas vid en senare analys, vilket
indikerade att bakterien forekommit mycket sparsamt eller endast i en liten del av
osten eller att bakterierna dott pd grund av konkurrerande bakterieflora. I andra
undersdkningar varierar prevalensen av L. monocytogenes i opastoriserade franska
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ostar fran 4,4% (Rudolf & Scherer, 2001) till 43% (Loncarevic, Danielsson-Tham
& Tham, 1995). Ytterligare analyser i den belgiska undersdkningen, visade att fyra
av 71 ostar (5,6%) inneholl E. coli O157. Da tre av dessa kdptes fran samma
forséljningsstélle kunde kontaminering mellan de olika ostarna inte uteslutas. I en
storre undersokning (Coia et al., 2001) kunde E. coli O157 inte pavisas i ndgon av
de 739 ostar, tillverkade av opastdriserad mjolk, som analyserades. I den belgiska
studien kunde Salmonella inte pavisas (De Reu et al, 2002). 1 en annan
undersokning av 2350 opastoriserade ostar utférd av French Ministry of
Agriculture mellan 1995 och 1997, visade sig endast fyra ostar innehalla
Salmonella.

Ostburna utbrott i ursprungslandet Frankrike

Sedan det pad 1980-talet blev kdnt att Listeria spreds via foda och att
mjolkprodukter var inblandade i flera av epidemierna, har stora insatser gjorts
inom mejerisektorn och myndigheterna i Frankrike for att minska risken for
utbrott. Bland annat har det skett genom introduktion av HACCP. Dessutom har
EU direktivet 92/46 om mjolkhygien tritt i kraft och ett av dess syften ar att frimja
livsmedelssdkerheten. I en fransk studie beskrivs tio dokumenterade
matforgiftningsutbrott i Frankrike mellan 1980 till 1997 som kunnat hirledas till
mjolk eller mjolkprodukter. Samtliga tio utbrott hade kopplats ihop med ost eller
farskost (farm fromage frais”) som tillverkats av opastoriserad mjolk. Fem av
utbrotten orsakades av Salmonella (Dublin, Paratyphi B och Typhimurium), tva av
L. monocytogenes, tvd av E. coli (EHEC-farskost) och ett av S. aureus. 1 det
sistndmnda utbrottet kunde man visa att det var osttillverkaren som kontaminerat
ostarna dd man isolerade exakt samma bakteriestam av S. aureus fran bade osten
och huden respektive ndsan pé ostproducenten. Bland inrapporteringar frén lokala
hilsomyndigheter i Frankrike mellan 1992-1997 finns 69 utbrott diar smittan
sparats till mjolk- eller mejeriprodukter. 53 av dessa rorde ost varav 25 tillverkade
av opastdriserad och 28 av ospecificerad mjolk. Sju utbrott kopplades till farskost,
fem tillverkade av opastoriserad och tva av ospecificerad mjolk. Bland de 53
ostutbrotten konstaterades S. aureus vara smittagens i 47 av fallen, bland
farskosten var motsvarande andel sex av sju. Fem utbrott orsakades av Salmonella
och tva av E. coli. D4 inrapporteringarna ar frivilliga, finns anledning att missténka
kraftig underrapportering (De Buyser et al., 2001).

Skillnader i bedomningen av ostar

Livsmedelsverket har gett ut en vdgledning for mikrobiologisk bedémning av prov
som tas ut i den offentliga livsmedelskontrollen. De vidrden som anges for tjanligt
med anmérkning eller otjdnligt grundar sig pé erfarenhet av nivder som kan
accepteras med hansyn till omsorgen om konsumenternas sékerhet och livsmedlets
sundhet. Virdena &r inte formellt bindande grinsvdrden utan fungerar som en
vigledning. Bedomningsnivan otjanligt anger det antal mikroorganismer som kan
medfora en hilsorisk vid fortiring av livsmedlet. Bedomningen otjénligt kan
utgora underlag for att beldgga partiet med saluférbud. En produkt som beddoms
tjanlig med anmérkning, har ett for hogt antal mikroorganismer utan att ndgon
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hélsorisk bedoms foreligga. Det ror sig i flertalet fall om indikatorbakterier och
kan leda fram till krav pa forbattrande atgirder i tillverkningsprocessen eller
hanteringen. Bedomningen tjanligt med anmédrkning kan dock i normalfallet inte
laggas till grund for saluférbud. For indikatorbakterierna Enterobacteriaceae och
presumtiva E. coli finns endast vérden for tjanligt med anmirkning i
Livsmedelsverkets  vdgledning for mognadslagrad ost. Om  antalet
Enterobacteriaceae dverstiger log 3 per gram eller presumtiva E. coli ligger dver
log 2 per gram, blir beddmningen tjdnlig med anméirkning. Samma véarden géller
for beddmningen tjanligt med anmérkning i institutionens for livsmedelshygien
riktvdrden. Skillnaden ligger i att institutionen for livsmedelshygien dessutom
anger en niva for otjanligt vid log 4 respektive log 3. Foljaktligen skulle flertalet
av ostarna som i foreliggande examensarbete beddomts otjénliga, beddmas som
tjianliga med anmédrkning om Livsmedelsverkets vdgledande riktviarden skulle
anvindas. Detta far som foljd att endast tva av de tidigare 32 otjénliga ostarna i
examensarbetet skulle fi ha kvar denna ”starkaste” bedomning. Dessa tva ostar
bedoms som otjénliga pa grund av ett for hogt antal koagulaspositiva stafylokocker
enligt bade Livsmedelsverket och institutionen for livsmedelshygien da
ritktvardena Sverensstimmer (http://www.slv.se/upload/dokument/fou/Bi/
Mikrobiologiskbedoming.pdf, 5 december 2002).

Institutionen for livsmedelshygien har arbetat fram sina “strdngare” riktvérden
av hidnsyn till ett flertal faktorer. Det &r ként att familjen Enterobacteriaceae
innehéller fler matforgiftningsbakterier &n E. coli. Bland annat kan koliformer ta
upp LT-bildande plasmider fran andra bakteriearter. LT &r véarmelabila
enterotoxiner och LT-produktion har pavisats hos arter inom Klebsiella,
Citrobacter, Proteus, Serratia, Enterobacter och Salmonella (Wadstrom et al.,
1976; Schoub et al., 1977 och muntlig information fran Danielsson-Tham).
Betriffande EHEC har det visats att vissa subtyper inte vaxer vid 44°C som &r den
géllande inkubationstemperaturen i analysmetoden avseende presumtiva E. coli.
Dessa kan alltsa inte pavisas med rddande analysmetod (muntlig information fran
Danielsson-Tham). Institutionen har dessutom tagit hdnsyn till den laga
infektionsdosen for EHEC. Som tidigare ndmnts récker det att fa i sig tio bakterier
for att riskera att bli sjuk. En annan aspekt ar att bakterierna inte ar jamnt férdelade
i livsmedlet. Har man otur, dter man den del som innehdller den hdogsta
koncentrationen av skadliga mikroorganismer. Kanske har livsmedlet bedomts
tjdnligt pa grund av att provmaterialet av en slump tagits frdn ostens mest
hygieniska delar. Det finns dven skillnader i olika individers tolerans mot patogena
mikroorganismer. Som  bekant drabbas vanligen barn, é&ldre och
immunsupprimerade hardast. Det &r ddrmed viktigt att ha tillrickliga
sdkerhetsmarginaler vid bedomningen av livsmedel.
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